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La presente invention est relative a. des proteines et peptides 
simples ayant une activite tuberculinique, possedant comma groupe 
fonctionnel aetif 1 r enchainement peptidique -Asn-Gly-Ser-Gln-Met- 
dans lequel Asn et Gin representent un residu d r asparagine et un 

5 residu de glutamine, respectivement, et les autres abreviations ont 
leurs significations connues habituelles. 

II est bien connu que les derives proteiniques purifies (DPP) 
provenant de tubereuline vieillie (TY) extracellulaire ont servi ex- 
clusivement jusqu'a present au diagnostic de la tuberculose. Malheu- 

10 reusement, en plus de la proteine tuberculinique, les DPP contien- 
nent d'autres proteines inaetives, des acides mucleiques, des poly- 
saccharides et des acides gras. Etant dcnne que les proteines de la 
tuberculose n' ont pas ate obtenues a I T etat pur, leurs proprietes 
physic o-chimiques, les sequences de leurs acides amines et leurs 

•5 proprietes biologiques n'ont pas ete determihe'es . 

La Bemanderesse a reassi a isoler des proteines simples a acti- 
vite tuberculinique a partir de corps bacillaires de bacilles tuber- 
euleux et les ont obtenues sous des formes cristallines. Les sequen- 
ces d' acides amines et la composition des acides amines par molecule 

20 des proteines obtenues ont pu ainsi etre determinees. En outre, les 
peptides a. activite tuberculinique ont ete obtenus par hydrolyse des 
proteines obtenues ei-dessus. Les resultats des recherches ont mon- 
tre que 1 'activite tuberculinique est etroitement liee au groupe 
fonctionnel preeite" existant au sein des proteines et des peptides. 

25 Les proteines simples a, activite tuberculinique s e Ion 1' inven- 

tion sontpreparees a, partir de corps bacillaires de bacilles tuber- 
culeux, par traitement des corps bacillaires avee des solvants orga- 
niques, digestion des matieres resultantes avec des nucleases, dia- 
lyse des proteines hydrosolubles obtenues et fractionnement des dia- 

30 lysats resultants par chromatographic et/ou filtration sur gel. 

Les bacilles tuber culeux utilises dans 1' invention sont obtenus 
a partir de s ouches de Mycobacterium tuberculosis de type humain ou 
bovin, comprenant le BCG (Bacille de Calmette et Guerin) et d'autres. 
Les proteines a activite tuberculinique que I 1 on pent obtenir depen- 

35 des bacilles tuberculeux et des conditions de preparation utilisees 
dans le procede de 1'inventionv Par exemple, la proteine a activi- 
ty tuberculinique extraite de la souche Aoyama/B de Mycobacterium 
tuberculosis de type humain est compos ee de 89 residus d'acides ami- 
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lies par molecule. D" autre part, la proteins active provenant du BCG 
est composes de 135 residua d'acides amines par molecule. 

Les bacilles tuberculeux sont traites avec des solvants organi- 
ques teis que des cetones, des alcools, des acides carboxyliques, 

5 etc.. II est preferable d'utiliser I'acetone, le methanol ou 1'acide 
acetique. II est Men entendu que ces solvants peuvent §tre_ utilises 
avec de l'eau. Les matieres traite"es au solvant sont mises a digerer 
avec des nucleases telles que les ribonucieases, les de"soxyribonu- 
cleases, etc.. Les proteines hydrosolubles sont separees des melan- 

10 ges obtenus et sont dialysees contre des tampons a pH 5,5 - 7,8 com- 
me le tampon tris(hydroxyme"thyl)aminomethane-acide chlorhydrique, a 
pH 7,0 conteaant de 1'aeide ethylenediamine tetracetique, oti un tam- 
pon phosphate disodique-phosphate monopotassique a pH 7,2 contenant 
de 1'acide e'thylene diamine tetraeetique, etc.. 

15 Les proteines a activite tuberculinique dialysees sont fraction- 

nees par ehromatographie et/ou filtration sur gel. On utilise de pre- 
ference une ehromatographie sur coloime utilisant une cellulose 
echangeuse d'ions ou une filtration sur gel utilisant un polymere de 
dextrane reticule. Les celluloses echangeuses d'ions qui peuvent etre 

20 utilisees pour le fractionnement des dialysats precites sont, par 
exemple, 1 'aminoethyl(AE)eellulose, la diethylaminoethyl(DEAE)-cel- 
lulose, la trie"thylaminoethyl(TEAE)-cellulose ou 1 1 epichlorhydrine- 
triethanolamine(ECTEOLA)-cellulose. Les polymeres de dextrane reti- 
cule utilisables pour fractioimer les dialysats precites sont, par 

25 exemple, les Sephadex (marque de"posee par Pharmacia Co.) de la serie 
G (0-20^5-200) ou les Sephadex echangeurs d'ions jfcels que les 
carboxymethyl(CM)-Sephadex, sulf oethyl(SE)-Sephadex, etc.. Les pro- 
teines dialysees sont eluees avec les tampons precites. 

Les proteines simples a. activite tuberculinique suivant la pre"— 

30 sente invention soht solubles dans l'eau et leurs poids moleculaires, 
compris entre 5000 et 25.000, dependent des bacilles tuberculeux uti- 
ses pour leur preparation ainsi que des conditions operatoires atili- 
sees pour leur preparation. Les tests tuberculiniques cutanes indi- 
quent que les proteines simples a activite tuberculinique suivant la 

35 presente invention sont de 10 a 100 fois plus puissantes que les 
DPP sur cobayes sensibilises par Mycobacterium tuberculosis , souche 
Aoyama ou de type BCG- tuee par la ehaleur. 

On prepare les peptides a. activite tuberculinique suivant la 
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presents invention eh hydrolysant les proteines tubereuliniques pre- 
citees et on les oMient en fractionnant leurs hydrolysats par chro- 
matographic et/ou filtration sur gel. Les proteines a. activite tuber- 
culinicjue peuvent etre hydrolysees par voie chimique ou enzymatique. 

5 On effectue I'hydrolyse chimique a, 1' aide d'un acide mineral. 

On effectue I'hydrolyse enzymatig_ue a 1'aide d'une enzyme proteolyti- 
que telle que la trypsine, la chymotrypsine , la pepsine, la papaine, 
les proteinases baeteriennes, la carboxypeptidase A ou B, etc.. Les 
hydrolysats obtenus sont fractionnes par chromatographic sur colonne, 

10 chromatographic sur papier, par electrophorese sur papier sous haute 
tension, par filtration sur gel, etc.. On effectue la filtr-ation sur 
gel par elution avec un tampon a pH 5,9 a 1' acetate d" ammonium sur 
Sephadex G-25 ou CM-Sephadex, un tampon a 1' acetate - pyridine a 
pH 4,5 sur SE-Sephadex C-50 ou avec un tampon a 1" acetate - pyridi- 

15 ne a pH 3,1 sur Dovex 50-X2 ou 1-X2. 

Les peptides a activite" tubereulinique suivant la presente in- 
vention sont des solides cristallins blancs, solubles dans l'eau et 
ayant une masse moleculaire d* environ 500 a 1500. Les tests tubereu- 
liniques cutane"s indiquent que les peptides a activite tuberculini- 

20 que suivant la presente invention ont des activites comparables ou 
superieures a celle des DPP sur cobayes sensibilises a 1'aide d'une 
souche tu£e par la chaleur de Mycobacterium tuberculosis de type 
Aoyama B ou BCG. 

Les- exemples non limitatifs suivants sont donnes a titre d'il- 

25 lustration de la preparation et de l'isolement des proteines et pep- 
tides simples, a activite tuber culinique, suivant la presente inven- 
tion. 
Exenrple 1 

On tue 100 g de corps bacillaires cultives de Mycobacterium 
30 tuberculosis de souche Aoyama B, en chauffant a 120°C pendant 30 mi- 
nutes. On separe les corps bacillaires du milieu de culture par fil- 
tration, on les desintegre aux ultra-sons et on les traite par l f ace- 
tone. On met le produit resultant a digerer avec de la ribonuclease 
et de la desoxyribonucle"ase s puis on centrifuge le melange digere 
35 afin de separer les proteines hydrosolubles. On dialyse les proteines 
by droao rubles ainsi obtenues eontre un tampon 0,001 M tr is (hydr oxy- 
methyl)aminomethane-acide chlorhydrique a pH 7,0 contenant O,0001M 
d' acide ethylenediamine tetracetique , 
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On chromatograpbie le dialysat resultant sur DEAE-cellulose . On 
effectue l'elution dans un gradient de chlorure de sodium. Yirtuel- 
lement toute 1 'activite tuberculinique se trouve dans la seconde 
fraction de proteines. On chromatographic ensuite sur Sephadex &-200 

5 dans le meme tampon que precedemment, et on fractionne en trois frac- 
tions. Presque tout le produit actif se trouve dans la fraction 
proteinique principale. Le produit actif cristallise spontanement 
lorsqu'on maintient la solution a 4°C dans la solution du mime tam- 
pon melangee avec de 1 'acetone purifiee. A partir de 100 g de corps 

10 bacillaires, on obtient 25 mg de proteine a activite tuberculinique. 

La proteine a activite tuberculinique ainsi obtenue est compo- 
sed de 89 residus d'acides amines, et la sequence de ses acides ami- 
nes ainsi que sa composition en acides amines par molecule sont de"- 
terminees comme suit: 

15 (Sequence des acides amines) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
H^-Arg-Leu-Leu-lsp-Asp-Thr-Pro-Glu-Tal-Lys-Val-Leu-Gly-. . . . 

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
. . .-Glu-Thr-Pro-Lys-Ala-Glu-Pro-Cys-Ile-Asp-Leu- 

20 50 51 52 53 54 55 56 57"^58^59 60 

. . .-Tyr-Ala-Glu-Val-Thr-Phe-His-Glu-Ile-Cys-Arg- 

70 71 72 73 74 85 86 87 88 89 

. . .-Asn-Gly-Ser-Gln-Met- -Ala-Thr-Val-Ala-Lys-COOH 

(Asn et Gin representent respeetivement des residus d'asparagine et 
25 de glutamine. Les autres abreviations ont les significations connues 
habituelles. Les residus cysteine en position 27 et 59 forment un 
pont disulfure a 1'interieur de la chaine). 

(Composition en acides amines par molecule) 

Lys 4, His 1 , Arg 4, Cys 2, Asp 11 (contenant un residu d'aspa- 
30 ragine), Thr 5, Ser 4, Glu 11 (contenant un re*sidu de glutamine), 
Pro 5,'Gly 7, Ala 11, Yal 8, Met 1, lie 4, Leu 7, Try 2 et Phe 2. 

Le test tuber culinique cutane montre que la proteine a activite 
tuberculinique ci-dessus est 100 fois plus active que DPP sur cobayes 
sensibilises a l'aide d'une souche Aoyama ou BCG de Mycobacterium 
35 tuberculosis tuee par la chaleur« 
Exenvple 2 

En suivant le precede decrit a I'exemple 1, on prepare £gale- 
ment'a, partir de BCGune proteine a activite tuberculinique eomposee 
de 135 residus d'acides amines. 
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La sequence des- acides amines ainsi que la composition en aci- 
des amines par molecule de cette proteine oni ete determinees et se 
sent averees similaires a celles de la proteine a activite tubercu- 
linique de I'exemple 1. 

5 Le test tuberculinique cutane indique que cette proteine a, acti- 

vite tuberculinique a une activite a peu pres egale a celle de la 
proteine a. activite tuber culini que de I'exemple 1 sur les cobayes 
sensibilises a I'aide de souches Aoyama B ou BCG de Mycobacterium 
tuberculosis tuees par la chaleur. 

10 Exemple 3 

On souraet la proteine a activite tuber culini que obtenue a. 1'. ex- 
emple 1 a. une hydrolyse enzymatique a. 37°C pendant 6 heures, dans 
une solution de trypsine a, 1?£ a pH 8,4. On soumet les hydrolysats 
resultants a. une electrophorese bidimensionnelle sur papier sous 
15 haute tension, a, 75 Y/cm, sur papier ¥hatman, dans un tampon pyri- 
dine-acetate a pH 4,5, puis on effectue une ehromatographie sur pa- 
pier avec un melange butanol-aeide aeetique-eau (4i1:4 en volume). 

On parvient ainsi a. separer plusieurs peptides actif s. L'un d' 
eux est un pentapeptide presentant la sequence d' acides amines sui- 
20 vante: ^ 23 45 

H 2 N-lsn-Gly-Ser-Gln-Met-C 00H 
Un autre de ces peptides est un nonapeptide ayant une masse 
moleculaire de 950, environ. 
25 Les tests tuber euliniques cutane s montrent que ces peptides a, 

activite tuberculinique ont une aetivite eorrespondant a, 1 —1 OJo de 
celle de la proteine tuberculinique de depart. 
Sxenrple 4 

On hydrolyse la proteine a activite tuber eulinique obtenue a 1* 
30 exemple 1 dans une solution de chymotrypsine a. 0, 5fo* On ehromatogra- 
phie les hydrolysats resultants sur colonne de Sephadex G-25 en 
eluant a. I'aide d'un tampon a l 1 acetate d' ammonium a pH 5,9. On frac- 
tionne ensuite les peptides actif s ainsi obtenus, a I'aide d'un tam- 
pon pyridine-acetate a pH 3,1 sur colonne de Dowex 1-X2. Le pentapep- 
35 tide a. activite tuberculinique ainsi obtenu est le meme qu'a Iexenp]e3. 
Exemple 5 

On traite la proteine a aetivite tuberculinique de I'exemple 2 
comme decrit a. I'exemple 3 et on obtient egalement le meme pentapep- 
tide a activite tuberculinique qu'a I'exemple 3. 
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RE7ENSI CATIONS - 
1 . Proteines simplea ayant une activite tuber culinique, prepa- 
rers a partir de bacilles tuber culeux de type humain et de type bo- 
vin, y compris a. partir de BCG, et contenant le groupe a. activite 
5 tuberculinique suivant : 

-Asn-Gly-Ser-Gln-Met-. 
2„ Pxoteine simple a. activite tuberculinique suivant la reven- 
dication 1, caracterisee en ce qu'elle a une masse moleculaire com- 
prise entre 5.000 et 25.000. 
10 3. Proteine simple suivant la revendication 1 obtenue a 

partir d'une souciie Aoyama B de Mycobacterium tuberculosis , caracte- 
risee en ce qu'elle est composee de 89 residus d'acides amines et 
presente la sequence d'acides amines et la composition en acides 
amines par molecule suivantes: 
15 sequence d'acides amines: 

.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
H 2 K-Arg-Leu-Leu-Asp-Asp-Thr-Pro-Glu-Tal-Lys-Val-Leu-Gly-. . . 

.20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
. . .~Glu-Thr-Pro-Lys-Ala-Glu-Pro-Cy^~Ile-Asp-Leu~ 

20 5 5 51 52 53 5 4 5 5 5 6 5 7 58^59 60 

. . .-Tyr-Ala-Glu-Val-Thr-Phe-His-Glu-Ile-Cys-Arg- 

70 71 72 73 74 85 86 87 88 89 

. .. -Asn-Gly-Ser-Gln-Met- ....... -Ala~Thr-Val-Ala-Lys-C00H 

Asn et Gin representant respeetivement un residu d'asparagine et un 
25 residu de glutamine, les autres abreviations ayant leurs significa- 
tions connues habituelles, les residus de cysteine en position 27 et 
59 formant un pont disulfure inter ieur a la eha£ne; 

composition en acides amines par molecules 
Lys 4, His 1, Arg 4, Cys 2, Asp 11 (contenant un residu d'asparagine), 
30 Thr 5, Ser 4, Glu 11 (contenant un residu de glutamine) , Pro 5, Gly 7, 
Ala 11, Val 8, Met. 1, He 4, Leu 7, Try 2 et The 2. 

4„ Peptides ayant une activite tuber culinique, prepares a par- 
tir de proteines simples ayant une activite tuber culinique suivant 
la revendication 1 et contenant la fraction a activite tubexculini- 
35 que suivante -Asn-Gly-Ser-Gln-Met- dans laquelle les abreviations 
ont les significations precitees. 

5. Peptide suivant la revendication 4, earacterise en ce qu'il 
a une masse moleculaire comprise entre . 500 e-t 1500. 

6. Pentapeptide ayant une activite tuber culinique, suivant la 
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revendication 4, caracterise car la sequence d'acides amines r 

1 2 3 4 5 
H 2 N-isn-Gly-Ser-Gln-Met-G0OH 

7. Procede de preparation de proteines simples ayant une acti- 

5 vite tuberculinique suivant la revendication 1 

caracterise en ce que (a) on traite des corps bacillaires de bacil- 
les tuber culeux humains pu bovins , y compris BCG-, avec un solvant 

10 organique, (b)on metle produit resultant a digerer avec une nuclease, 
(c) on dialyse la proteine hydrosoluble obtenue contre un tampon 
ayant un pH de 5,5 a 7,45 qui contient de I'acide ethylenediamine 
tetracetique et (d) on fractionne le dialysat resultant par chroma- 
tographic et/ou filtration sur gel. 

15 8. Pro cede suivant la revendication 7, caracterise en ce qn'on 

utilise des corps bacillaires de Mycobacterium tuberculosis , souche 
Aoyama B. 

9. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce qu'on 

utilise des corps bacillaires de BCGr. 
20 10. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce que le 

solyant organiq_ue est l 1 acetone, le methanol ou I'acide aeetique. 
11. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce qu'on 

dialyse la proteine hydrosoluble obtenue contre un tampon tris(hydro- 

xymethyl)aminomethane— acide chlorhydrique a pH 7,0 contenant de 1' 
25 acide ethylenediamine tetracetique ou contre un tampon phosphate 

disodique-phosphate monopotassique a pH 7,2 contenant de I'acide 

ethylene diamine tetracetique . 

12. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce qu'on 
fractionne le dialysat resultant par chromatographic sur colonne, 

30 chromatographic sur papier, eleetrophorese sur ^papier ou filtration 
sur gel. 

13. Procede suivant la revendication 12, caracterise en ce qu 1 
on utilise pour le f ractionnement la DEAE-cellulose, I'AE-cellulose, 
I'ECTEOLA-cellulose ou un polymere de dextrane reticule". 

35 14. Procede de preparation de peptides suivant la revendi- 

cation 4 ,carac±eris§ en ce que (a) on hydrolyse la proteine a activity tuber- 
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culinique obtemie suivant la revendi cation 7 et (b) on fractionne 1' 
hydrolysat resultant, par chromatographie et/ou filtration sur gel. 

15. Procede suivant la revendication 14, caracterise" en ce qu' 
on hydro lyse la proteine a activite' tuber culinique a, l'aide d'un 

5 acide mineral ou d'une enzyme proteolytique. 

16. Procede suivant la revendication 15, caracterise en ce que 
l'acide mineral est l'acide chlorhydrique. 

17. Procede suivant la revendication 15, caracterise en ce que 
1' enzyme proteolytique .est la trypsine, la chymotrypsine, la pepsine, 

10 la carboxypeptidase A ou B. 

18. Procede suivant la revendication 14, caracterise en ce qu' 
on fractionne 1' hydrolysat par chromatographie sur colonne, chroma- 
tographie sur papier, electrophor ese sur papier ou filtration sur 

' gel. 

15 19. Procede suivant la revendication 18, caracterise en ce qu' 

on utilise, pour le fractionnement, un polymere de dextrane reticule. 



